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 I 
 
摘  要 
神经导向因子 Netrins 及 Slits 是人们在研究神经系统发育过程中被发现的，
在神经轴突穿越中线的过程中，Slit/Robo 信号与 Netrin/DCC 信号之间的协调互
作对轴突顺利穿越中线并到达对侧靶点至关重要。在近年的研究中发现，Netrins
及 Slits 家族对肿瘤的生长和转移也具有重要的作用，然而关于 Netrin-1 与 Slit3
及其相互作用在纤维肉瘤中的作用还鲜有报道。成纤维肉瘤细胞 HT1080 是高转
移性的恶性成纤维肉瘤细胞，是研究肿瘤侵袭转移的常用模型，本论文对 Netrin-1
与 Slit3 及其相互作用对 HT1080细胞在侵袭转移中的作用进行了探讨。  
首先，我们研究了Netrin-1对HT1080细胞侵袭转移的影响。通过半定量 PCR
及 ELISA我们检测到 Netrin-1在 HT1080 细胞中有较高的表达，而在人正常成纤
维细胞 HFL-1中却并未检测到 Netrin-1的表达，提示 Netrin-1可能作为一种促癌
因子而存在。进一步我们进行了一些功能实验：通过在培养基中添加 Netrin-1抗
体封闭内源性 Netrin-1 后，我们发现 HT1080 细胞的增殖受到显著的抑制，同时
细胞凋亡的数目也有显著的上升，表明 Netrin-1对细胞的存活是必需的；相反，
在培养基中添加外源 Netrin-1 蛋白后，HT1080 细胞的增殖及迁移能力得到显著
的提高，进一步证实 Netrin-1对细胞的侵袭转移的确起到一种促进作用。而关于
Slit3 在 HT1080 细胞中的功能本实验室前期的研究工作中已经阐明在过表达
Slit3 后，细胞的增殖、侵袭能力受到抑制，进一步本论文通过裸鼠静脉注射实
验也表明 Slit3 抑制 HT1080细胞在体内的转移能力。接着，我们研究了 Netrin-1
及 Slit3 的相互作用对细胞增殖及侵袭转移的影响。在 Slit3 过表达细胞系中加入
外源 Netrin-1 蛋白后，我们发现 Netrin-1 能够抑制由 Slit3 所介导的抑制细胞增
殖、迁移及侵袭的功能，表明 Netrin-1 能够拮抗 Slit3 的抑制功能。同时我们还
发现在 Slit3 过表达后 Netrin-1 的表达水平也有显著的提高，表明细胞可能会通
过上调 Netrin-1 的表达进而减弱 Slit3 的抑制功能。进一步，我们对其拮抗机制
进行了初步的探讨。通过 Co-IP 实验我们发现 Netrin-1 能够与 Slit3 结合，同时
Netrin-1能够上调由于 Slit3 过表达引起的 p38磷酸化水平的下调，因此我们推测
Netrin-1通过与 Slit3 的结合能够阻断其信号的传递，同时 Netrin-1信号也能够拮
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 II 
抗 Slit3 的信号通路，从而共同起到拮抗 Slit3 功能的效果。本论文通过对两种神
经导向因子及其相互作用对 HT1080细胞侵袭转移的研究，以期为肿瘤的治疗提
供一些新的思路。 
 
关键词：Netrin-1；Slit3；HT1080；侵袭转移；机制 
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ABSTRACT 
Neuronal guidance cue Netrins and Slits were found in studies on the nervous 
systems development. During the axon migrate through the midline, cooperation of 
Slit/Robo and Netrin/DCC signaling pathway plays important roles in axon pass 
through midline and reach its contralateral target site. Recent studies have found that 
Netrins and Slits participate in the development of tumors. However, there are very 
few reports on the role of it in the metatasis of fibrosarcoma. HT1080 is a highly 
invasive fibrosarcoma cell lines and is therefore an ideal model to study the metastasis 
of cells. Here we performed on the roles of Netrin-1/Slit3 and their cooperation in the 
metastasis of HT1080. 
First we examined the roles of Netrin-1 on the metastasis of HT1080. Through 
semi-PCR and ELISA we find that Netrin-1 has a relative high expression level in 
HT1080, but we didn’t detect any expression in the human normal fibroblast cell, 
suggest Netrin-1 might promote the tumor development. Through adding the Netrin-1 
antibody to the medium to blocking endogenous Netrin-1, we found the cell 
proliferate function is dramatically inhibited, and meanwhile that the apoptosis cell 
number is increased, suggest that Netrin-1 is essential to the cell survival. On the 
contrary, by adding external Netrin-1 to the medium and we find the cell proliferation 
and migration function is dramatically upregulated, further confirming that Netrin-1 
could promote the tumor cell metastasis. Previous work in our laboratory identified 
that Slit3 suppress the proliferation and invasion of HT1080 cells. Continued in this 
paper, we test its functions in vivo, through nude mice tail vein injection assay, we 
found Slit3 did inhibit cell metastasis. Next, we explored the cooperation role of 
Netrin-1 and Slit3 in the metastasis of HT1080. Through adding external Netrin-1 into 
Slit3 overexpression cell, we found Netrin-1 could suppress the inhibit function of 
Slit3 on cell proliferation and invasion,ie. Netrin-1 could antagonize the inhibiton 
from Slit3. More interestingly, the Netrin-1 expression level was also upregulated 
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after Slit3 overexpression. We thus presumed that HT1080 cell might annul the Slit3 
inhibit function. Finally, we asked for mechanism of such antagonism. We found 
Netrin-1 could interact with Slit3 as indicated in our CO-IP assay, and meanwhile 
Netrin-1 could upregulate p38 phosphorylation level, which is downregulated in Slit3 
overexpression cell. Therefore we speculate that Netrin-1 may through directly 
interact with Slit3 and block Slit3 signaling, which enables the tumor cell to overcome 
Slit3 inhibition. We believe our present study here explains at least in part the 
mechanism for the high invasive capability of the fibrosarcoma, and provide new 
insight into cooperation of variant neural guidance molecules on tumor metastasis. 
 
Key words: Netrin-1; Slit3; HT1080; Metastasis; Mechanism 
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 1 
 
前  言 
1.1神经导向因子与肿瘤发生发展 
在神经系统发育过程中，其神经细胞的运动和轴突生长锥的延伸方向受到其
周围环境中多种分子的引导，这种分布于轴突以外，在神经系统发育过程中引导
神经元及轴突选择正确的途径，成功到达靶区的分子称为神经导向因子。在神经
轴突的顶端含有一个称为神经生长锥的结构，具有高运动性及敏感性，能够感受
来自周围环境中神经导向因子的刺激并决定神经轴突的导向。神经导向因子能够
通过调控神经生长锥细胞骨架的动力学来实现其吸引与排斥的功能。目前已发现
的神经导向因子包括四个家族成员：Ephrins、Semaphorins、Netrins 和 Slits[1-3]。
其结构示意图如图 1.1。 
 
 
图 1.1哺乳动物神经导向因子及其受体家族示意图。引自 Peter et al.(2005)[1] 
 
除了在神经系统中的导向功能外，越来越多的实验表明神经导向因子在肿瘤
的发生发展中起着重要的调控作用。Meyrhardt 等发现在 50%的脑瘤和神经母细
胞瘤中，Netrin-1 的表达显著下调[4]，同时 latil 等报道 Netrin-1 与 Netrin-4 在前
列腺癌中的表达下调[5]，因此研究者猜测 Netrin 可能参与到肿瘤的发生发展中。
Netrin-1受体 DCC（结肠癌缺失蛋白）因其在结肠癌中的经常性缺失而受到研究
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 2 
者的关注[6]，同时在包括胃癌、前列腺癌、睾丸癌、乳腺癌、食道癌、神经胶质
瘤等一系列肿瘤中也发现 DCC 表达水平的下调[7]，并在后续的研究中进一步证
实其确实作为肿瘤抑制因子而存在[8]。随后研究发现 Netrin-1 的另一经典受体
UNC5H 同源蛋白在肿瘤发育过程中表达量也发生变化：在结肠癌、卵巢癌、肾
癌、肺癌、胃癌和乳腺癌中表达均显著下降，并且在未与配体结合的情况下能够
诱导细胞的凋亡。由此，UNC5H也被认为是肿瘤抑制因子[9]。在 Sema3s家族成
员中发现 SEMA3B和 SEMA3F在肺癌中出现杂合性缺失，其表达量较正常组织
有显著的下调，因此也被认为是肿瘤抑制基因[10-14]；而 SEMA3C 起着促进或者
抑制肿瘤发生发展的作用：在黑色素瘤和乳腺癌中起着抑制侵袭转移及肿瘤血管
新生的功能，而在胃癌、卵巢癌、肺癌及前列腺癌中起着促进肿瘤增殖及迁移的
功能[15-19]。在对 Slits/Robo 家族基因的研究中发现，其启动子的甲基化在肿瘤的
发生发展中具有重要作用，在肺癌[20]、结肠癌[21]和神经胶质瘤[22]中发现 Slit 基
因的失活及其启动子区域 CpG岛的超甲基化；在对 Slit2功能的研究中发现，Slit2
可能是作为一种肿瘤抑制基因而存在，在其失活情况下会引发结肠癌[23]、浸润
性子宫颈癌[24]、及膀胱癌[25]，因而 Slit2 可能是作为一种肿瘤抑制基因而存在；
同样，在 Robo 家族中，人们发现 Robo1 在肺癌、乳腺癌、肾癌和宫颈癌中也存
在杂合性缺失或启动子区甲基化，但其甲基化的比例较低[26]；并且有研究证实
Robo1 在肺和乳腺组织中作为一种抑癌基因而存在， Robo1 的失活会对人类肺
癌及乳腺癌的发展具有重大影响[27]。在 Ephrins 家族中也发现 EphrinB2 在成神
经细胞瘤和前列腺癌中有杂合性缺失与无意突变，参与肿瘤的发生发展[28]。肿
瘤的信号转导异常与肿瘤的发生发展密切相关，大量的研究表明神经导向因子在
多种不同类型的肿瘤中存在表达量的变化，对肿瘤的发生发展发挥着重要的调控
作用，并引起越来越多研究者的关注。 
1.2 Netrins及 Slits家族概述 
1.2.1 Netrins 及其受体家族简介 
Netrins 家族是最早被发现的可溶性神经导向因子家族，其中 Netrin-1 的发现
也最早，是由 Tessier-Lavigne等通过胶原凝胶培养的方法分离并克隆了由底板分
泌的一种因子，它能够特异性地吸引轴突向底板方向生长，并将其命名为
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Netrin-1
[29,30]。在分离了 Netrin-1之后，又相继发现了多种 Netrins 基因家族成员：
在哺乳动物中，Netrins 家族包括五个成员：3种分泌型蛋白（分别为 Netrin-1,3,4）
和 2种 GPI（糖基磷脂酰肌醇）修饰的膜锚定蛋白（Netrin G1和 NetrinG2）。在
结构上，Netrins 家族与 laminin-1 同源，其中 Netrin-1，3 的氨基端与 Laminin1
的Ƴ链同源，Netrin-4，G1，G2的氨基端与 Laminin1 的 β 链同源[31]。 
Netrin-1 在神经轴突导向及血管发育中主要通过 DCC 及 UNC5 家族受体起
作用，在脊椎动物中，DCC(Deleted in Colorectal Cancer)受体家族包括 DCC 和
Neogenin； UNC-5 家族受体包括 Unc5A/B/C/D[32]；唐氏综合症细胞粘附因子
DSCAM是新近才发现的 Netrin-1功能受体，同样也参与神经轴突的导向[33-35]。
除上述 Netrin-1受体外，可溶性 Netrins家族受体还包括 A2b、laminin-1及 integrin
家族的某些成员等，参与细胞的粘附、迁移等过程[32]。 Netrin G1 和 Netrin G2
是通过与受体 NGL1 和 NGL2 结合调节神经元间轴突的相互作用[36]。所有已知
的 Netrins 家族受体都是单次 I型跨膜蛋白，并且都是免疫球蛋白超家族的成员，
其结构由胞外区、跨膜区和胞内区 3个功能区组成。其结构示意图如图 1.2。 
 
 
图 1.2 (a) Netrins包括 6个可识别的结构域，从 N端到 C 端依次是：信号肽 SP、层粘连蛋
白Ⅵ同源结构域 LamNT、3 个表皮生长因子(EGF)重复结构域及可变结构域 Netrin-CT。(b) 
Laminin 1 复合物由 α，β和 γ 三条链组成异三聚体，Netrin-1，2，3的氨基端 VI和 V结构
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
前言 
 
 4 
域与 Laminin1的 Ƴ链同源，Netrin-4，G1，G2的氨基端与 Laminin1的 β链同源。(c) Netrins
家族受体示意图： DCC 受体家族和 UNC5 受体家族都属于 I 型跨膜受体，DCC/neogenin
的胞外区域包括四个免疫球蛋白（Ig）结构域和六个纤连蛋白 III型（FN-III）结构域，胞内
区域为三个高度保守的 P1，P2，P3 结构域；UNC5A-D 的胞外域包括两个免疫球蛋白结构
域和两个血小板反应蛋白 I型（Tsp1）结构域，胞内含有一个 ZU5 结构域，一个 DCC 结合
（DB）结构域和一个死亡（DD）结构域。引自 Rajasekharan S et al[36] 
 
1.2.2 Slits及其受体简介 
1984 年，Nusslein-Volhard等在筛选影响黑腹果蝇（Drosophila melanogaster）
幼虫表皮型式发生的基因时首次发现了 Slit 基因[37,38]，并于 1988 年由 Rothberg
等克隆了果蝇的 Slit基因。后来的研究陆续发现 Slit基因广泛表达于多种生物中，
包括果蝇、线虫（Caenorhabdites elegans）[39]、斑马鱼（Danio rerio）[40]、爪蟾[41]、
鸡[42]、小鼠(Mus musculus)[41]、大鼠以及人类(Homo sapiens) [43]等至少 30多种生
物。在无脊椎动物中只发现一种 Slit 基因，而在脊椎动物中存在 3 种 Slit 基因
（Slit1-3），Slit 广泛表达于神经系统及大部分器官中，如底板、菱唇、面运动神
经核等多种神经组织[44,45]和肌肉、血管、心脏等多种非神经组织中[46-48]。  
Slit 蛋白是一种分泌型的胞外基质糖蛋白，通常由五个区域组成：1个 N末
端信号肽（ss）、4 个亮氨酸富含区（leucine-rich repeat,LRR）、几个表皮生长因
子 （ epidermal growth factor,EGF ） 样 重 复 序 列 、 1 个 ALPS
（Agrin-Laminin-Perlecan-Slit）结构域和 1个 C 末端富含半胱氨酸序列（cysteine 
knot）。Slit 基因在不同物种中高度保守，脊椎动物中的 3个 Slit 与果蝇和线虫的
Slit 的序列同源性约为 40%左右[49]。不同种属的 Slit 可被水解，在线虫 Slit、果
蝇 Slit、大鼠 Slit1、Slit3 和人类 Slit2 的表皮生长因子 5、6 位点之间（EGF5、
EGF6 之间）被一种蛋白酶水解为 Slit-N 端和 Slit-C 端两个片段；Slit-N 端片段
含有所有的富含亮氨酸重复序列和 5 个表皮生长因子重复序列（1-1117），其蛋
白分子量约为 140KDa。Slit-C 端片段包括剩余部分，其蛋白分子量约为
55-60KDa。在体内研究轴突介导的情况下，Slit-N端片段拥有全部的生物学活性，
而 Slit-C 端片段则无生物活性[50]。 
Robo 受体家族属于免疫球蛋白粘附分子超家族分子（IgCAMs），同其他
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IgCAMs 一样，Robo 受体能够调控同源及异源分子之间的相互结合[51]。在大部
分脊椎动物的脑部表达三种 Robo 家族受体 Robo1、2、3[52]，在斑马鱼及哺乳动
物的血管内皮细胞中还表达另一种 Robo 家族受体 Robo4，调控血管发育[53,54]。
典型的 Robo 家族受体包括 5个免疫球蛋白（immunoglogbulin,Ig）样序列、3个
纤连蛋白 III型重复序列、胞内域的 CC0、CC1、CC2、CC3（conserved cytoplasmic 
sequences 0 through 3）4个短的保守细胞质序列[55,56] 。Robo4的结构与其它三个
家族成员有很大不同，它的胞外只有 2个 Ig 样功能区和 3个纤连蛋白 III型重复
序列，胞内域也只有 CC0 和 CC2 两个序列[57]。所有的 Robo 家族受体均能够被
选择性剪切形成不同的亚型结构。在 5’编码序列区域的选择性剪切能形成两个独
特的受体亚型 A 和 B[55,58,59]；在 Robo3 中，选择性地删除或保留其 3’端中的内
含子序列产生两种不同的亚型(Robo3.1 和 Robo3.2)[60]。Slit 及 Robo 受体结构示
意图如图 1.3。 
 
 
图 1.3 Slit及 Robo 结构示意图：哺乳动物的 Slit蛋白包括 1个 N 末端信号肽（ss）、4个亮
氨酸富含区（LRR）、9表皮生长因子（EGF）样重复序列、1个层黏连蛋白 G 结构域和 1
个 C末端富含半胱氨酸序列（cysteine knot）结构域；经典的 Robo 受体包含 5个免疫球蛋
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